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EFFETS LETAUX ET SUBLETAUX A LONG TERME

D'UN NONYLPHENOL POLYETHOXYLE, LE NP 5, SUR LA CIVELLE

Gilles BOCQUENE et Laurence MIOSSEC

I- INTRODUCTION

Dans un premier travail (MIOSSEC - BOCQUENE, 1986) nous avions
determine la concentration letale 50 (LC 50) 48 h (*) de différents
nonylphénols polyéthoxylés sur la post-larve d'anguille (Anguilla anguilla) et
nous avons montre qu'ils presentent une toxicite inversement proportionnelle au
nombre de molécules d'oxyethylene qui les caractérise. Parmi les nonylphenols
les plus toxiques, le NP 5 (nonylphenol a 5 molécules d'oxyethylene) présente
une LC 50 (48 h) de 1,2 mg/l. Cette etude nous a revele plu51eurs effets
subléetaux tant physiologiques que comportementaux qui nécessitaient un
programme d'etudes complementalres ces etudes portant sur les effets sublétaux
a long terme du NP 5 devant nous apporter des informations indispensables a la
connaissance des mecanlsmes d'action du toxique. Parallelement aux observations
a caractere subletal durant 21 jours, un suivi histologique des lamelles
branchiales a ete assuré tout au long de l'experlmentatlon ainsi que pendant
une,perlode de 13 jours supplementalres apres arret du polluant. Il est
interessant, en effet, dans la mesure du possible, de prolonger de plusieurs
Jjours l'expérience en eau saine, fin de suivre d'éventuelles aggravations ou
amelloratlons des dommages provoques par le polluant. Ces informations aident a
appr901er le caractere réversible ou irréversible des lésions observeées.

D'autre part, certains problemes rencontrés au cours de la premiere
etude et qui concernaient la mauvaise stabilité de la concentration en toxique
dans les bacs experlmentaux nous ont contraints a modifier le dispositif
experlmental et a abandonner le type de test en statique, que nous ut;lisions.
En effet, pour maintenir le polluant a meme concentration, sur une periode de
21 jours, des modifications radicales du precedent protocole expérimental
s'imposaient et le seul systeme assumant ces contraintes etant le circuit en
flux continu d'eau de mer, avec apport regulier et constant du toxique dans le
milieu, nous avons donc délaisse les tests en statique (sans renouvellement ni
du milieu ni du toxique) au profit d'un systeme, plus fiable, en flux continu.

(*) En realite il s'agissait de 24 h de contact avec le toxique, suivies de

24 h d’observatlons en eau saine, la mortalite prise en compte étant
relevee a 48 h.



II- MATERIELS ET METHODES

1°) La civelle : organisme test

* Generalités : La civelle ou piballe est la post-larve de l'anguille
européenne (Anguilla anguilla). C'est un poisson disponible en grande quantite
durant sa migration anadrome, lors de son arrivée sur nos cotes (novembre é
avril). L'animal, selon divers facteurs (dont le mois de peche), arrive a
differents stades de développement post-larvaire et il est donc necessaire
d'opérer un tri pour assurer 1'homogéenéeité des civelles testees. C'est
pourquoi, nous n'avons donc sélectionné et utilisé que des individus du stade
VI A 2 (d'apres les travaux de ELIE, 1979) majoritaires au déebut de
1'experimentation (mars, avril). A ce stade la post-larve mesure = 70 mm et
pese — 0,25 g. De plus, elle ne se nourrit plus, la prise alimentaire
recommengant seulement au stade VI A 3. LANGLE (1) signalant 1l'existence dans
le tractus digestif de la civelle de trois systemes de valvules s opposant a
tout transit alimentaire avant le stade VI A 3. Malgre une melanisation avancee
au stade VI A 2 la civelle conserve une grande partie de sa translucidité qui
permet une observation directe de nombreux organes internes (coeur, foie,
rein). Les animaux echantillonnés d'un mareyeur, sont conservés dans un
aquarium de 600 1, a 12° C 1'eau étant recyclée par un systeme de filtration
permanente sur mousse de polyéther (BOCQUENE, MIOSSEC, 1985).

* Histologie de la branchie : Les coupes histologiques montrent une
lamelle primaire dont chaque extrémité presente un vaisseau sanguin, 1'un
afferent, l'autre efférent. De part et d'autre de cette lamelle primaire sont
dlsposees de nombreuses lamelles secondaires dans lesquelles circulent des
hématies. A la base des lamelles secondaires on note la presence de grosses
cellules a chlorure. L'épithélium branchial plurlstratlfle sur la lamelle
primaire, est simple sur la lamelle secondaire.

2°) Le NP 5 (nonylphénol a 5 oxyethylenes)

Les nonylphénols polyéthoxylés sont des tensio-actifs non-icniques,
emulsifiants efficaces et largement utilisés, en particulier comme dispersant
lors des catastrophes petrolieres en mer. Ils sont formes d'une chalne
hydrocarbonee sur laquelle sont fixés un ou plusieurs groupements
d'OXYethylene Selon le nombre de groupements, ces produits presentant des
pouvoirs emulsionnants dlfferents mais aussi une toxicité inversement
proportionnelle, ainsi nous avons 51tue la CL 50 (48 h) du NP 20 (20 molécules
d'oxyéthyléne) é 970 mg/l c'est-a-dire une toxiciteée mille fois inferieure a
celle du NP 5 (5 mol. d'oxyethylene fortement toxique : 1,2 mg/l) (MIOSSEC,
BOCQUENE, 1986).

3°) Le flux continu d'eau de mer (fig. 1) (photo 1)

L' expérience de travaux précédents portant, d'une part sur les effets
a long terme du pentachlorophenol sur l'PpanChe (DANGER, LEMOULEC, 1984) et
sur la toxicité a court terme du toluene sur la crevette Palaemonetes varians
(BOCQUENE et al., 1986), d'autre part nous ont permis de realiser un circuit de
fiabilite acceptable pour assurer une étude a long terme (34 jours) en limitant
les installations trop complexes susceptibles de fragiliser l'ensemble du
systeme et entralner l'arret brutal de l'exper19n09

(1) Communication personnelle a2 R. LECOMTE-FINIGER in : Contribution a la
connaissance de l'ecobioclogie de 1l'anguille des milieux lagunaires
mediterraneens du golfe du Lion : Narbonnais et Roussillon. These d'Etat, 1983.
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Photo 1 -~ Installation en flux continu d'eau de mer.



Description de l'installation

Deux citernes de stockage totalisant 30 000 litres d'eau de mer
alimentent la salle 4' expérimentation stabilisée a 14° C. Les grosses
partlcules sont eliminées par décantation dans les cuves de stockage. L'eau est
amenée par un circuit en PVC et parvient par gravité dans deux bacs de 160 1 a
partir desquels elle est repartle avec un débit rigoureusement identique dans
huit cristallisoirs de deux litres. Un trop plein assure dans chaque unite
1'évacuation vers une gouttlere permettant ainsi un renouvellement raplde du
milieu d'experlence L'installation d'électrovannes et de sondes a niveau
permet d'assurer l’equ111bre de la dlstrlbutlon. L'arrlvee du polluant se fait
a partlr d'une solution mére concentree realisée dans de 1l'eau de mer et la
repartltlon pour chaque concentration est assurée a l'aide d'une pompe
péristaltique ISMATEC IPN. Des tubes téflon qui amenent le toxique sont
directement figés dans les tuyaux d'eau de mer en hexacanal, le mélange
s'effectuant a ce niveau. Le débit horaire dans chaque cristallisoir est de
deux litres ce qui entralne un renouvellement total du milieu toutes les
heures. Deux rampes ainsi réalisées sont mises en service et permettent
l'utilisation de seize unités en flux continu.

4°) Plan experimental

L'etude des effets subléetaux sur la physiologie et le comportement de
la civelle exposee au NP 5 a dure 21 Jours, le suivi histologique s'est
prolonge au-dela pendant 13 Jours. Les animaux testés ont donc ete au contact
du polluant durant 21 jours puis a nouveau en milieu sain pendant 13 jours.
L'ensemble de 1'expérimentation aura ainsi dure 34 jours.,

Le premier jour, nous avons opéré un tri en sélectionnant 15 lots de
20 civelles, toutes au stade VI A 2 qui ont ete ainsi reparties

3 lots d'animaux témoins en eau exempte de polluant
3 lots d'animaux soumis 2 mg/l de NP 5
- 3 lots d'animaux soumis 4 mg/l de NP 5
3 lots d'animaux soumis 6 mg/l de NP 5
3 lots d'animaux soumis 8 mg/l de NP 5

WD

Chaque cristallisoir est soigneusement clos a l'aide d'un film
plastique pour éviter toute fuite. A compter de ce moment (J O) et pendant
21 jours, 5 paramétres definissant un "etat de comportement'" sont pris en
compte quotidiennement,

5°) Choix des parametres d'observation du comportement

Ce sont essentiellement les etudes précédentes ayant pour animal test
la civelle (plus particulierement les effets toxiques des dispersants
anti—pétrole), ainsi que l'observation de son comportement en stabulation qui
nous ont guides dans le choix de ces parametres.



a) Mortalite
Elle peut etre considérée, empiriquement, comme l'observation du
comportement la moins subjective car cliniquement la plus déefinissable :
l'animal mort ne réagit plus au stimulus mécanique, d'une pince par exemple,
généralement il perd en l'espace de 2 a 3 heures sa translucidité, souvent un
voile muqueux opacifie l'ensemble du corps.

La mortalité est notée chaque jour a partir de 1'observation de tous
les animaux.

b) Effets comateux

Le coma est un effet pathologique caractérise par une perte de
sensibilité et de mobilité avec conservation relative des fonctions
végétatives. Dans le cadre de cette experlmentatlon nous avons eté tentés
d'utiliser le terme, impropre, de tetanle tant 1'animal semble rigide et flge.
L'atonie semble etre un effet sublétal fortement lie a la nature tox1que du
NP 5. DeJa dans des tests concernant 1'homologation des dispersants petrollers
cet etat a ete largement observe. Il se caractérise par une raideur totale de
l'animal qui repose sur le coté ; un stimulus, plus ou moins violent selon la
gravité de cet état provoque généralement une réaction trés breve de 1'animal
qui effectue une nage desordonnee aboutissant a nouveau a cet état atonlque.
Dans les cas les plus avances aux concentrations en polluant les plus elevees
l'animal ne réagit plus a aucun stimulus, seuls de rares battements cardlaques
et quelques mouvements respiratoires attestent que la civelle n'est pas morte.

c) La nidification

C'est assimilable, en aquarium, au comportement fouisseur de l'animal
dans le sédiment dans son milieu naturel. Effectivement, le mouvement
migratoire anadrome de la civelle, cesse des l'apparition du Jour et fait place
a un comportement d'enfouissement dans le sédiment avec un preférendum pour les
sediments de grande granulométrie (8 é 16 mm) qui offrent un certain nombre
d'espaces interstitiels favorables a une penéetration rapide des civelles
(LECONTE-FINIGER, 1983). D'autre part, et contrairement a l'adulte qui possede
un comportement individuel, on observe facilement chez la civelle une tendance
au gregarlsme (nage et comportement nldlflcateur groupes) qui serait en rapport
avec les decouvertes recentes de phéromones produites par le mucus et les
produits de degradatlon du métabolisme des civelles ; la nature et le role de
ces substances agiraient a la fois comme facteur d'attraction et de cohesion de
l'ensemble des anlmaux (SAGLIO, 1982). On note, qu'en aquarium, un tube déposé
sur le fond est immediatement colonlse pendant le jour, comme abri, mais qu'en
soiree des qu'il fait sombre les animaux quittent leur refuge et nagent
activement (MOHR, 1970).

Dans le cas précis de notre expérimentation, nous avons placé dans un
cristallisoir, pour chaque ooncentratlon un double tube de PVC de 85 mm de
long et 12 mm de diametre. Des les premieres minutes de leur introduction dans

le bac, la majorite des c1velles se regroupe essentiellement dans un seul des
deux tubes ne laissant apparaltre que la tete.

C'est, tous les jours, la modification de ce comportement gqui sera
notee en comptabilisant le nombre d'animaux nidifies.



d) La nage

La nage est, bien entendu, la réaction locomotrice essentielle chez
les poissons. Cette réaction consiste en la répétition d'actes simples
identiques et alternés sous le controle du systéme nerveux chez les vertébres
(BLANCHETEAU, 1972) I1 est donc probable qu'une atteinte eventuelle de ce
Systeme entraine des modifications notables de la nage. WILDISH (1973)
considere que 1'amplitude de la nage, sa perlodlclte sont des bons indicateurs
de l'atteinte du comportement de nombreux téléosteens en présence de polluants,
particulierement les tensio-actifs non-ioniques.

A chaque observation quotidienne, nous notons le nombre d'individus
nageant, c'est-a-dire en deplacement dans la colonne d'eau ou en surface.

e) Animaux "au repos"

Ce parametre peut etre considéré comme complémentaire du précédent en
ce sens qu'il s'agit la d'animaux posés sur le fond du cristallisoir dans une
attitude caractérlsthue : corps immobile en ”S”, le premier tiers du corps et
la tete legerement releves mais le plus leger stimulus provoque leur
deplacement et les assimile de ce fait aux animaux nageant. I1 est probable que
dans 1'hypothese ou nous aurions place des tubes-refuge dans tous les
cristallisoirs, ces civelles definies comme etant au repos, se seraient
nidifiees compte tenu du fait que les observations se font a la lumiére,
période de moindre activite pour ces animaux.

6°) Suivi histologique

Le suivi histologique de la branchie est étalé sur 1l'ensemble des
34 jours de l'expérimentation. Huit prélévements ont été opérés aux jours : 6,
9, 14, 19, 21, 26, 29 et 34. A chaque prélévement deux individus vivants sont
sacrlfles par concentratlon et chez les tem01ns. La téte de l'animal est
sectionnee puis fixée dans du Bouin pendant 3 a 4 jours.

Aprés deshydratation et imprégnation la piéce est débitée au
microtome en coupes de 5 um d'epalsseur puis coloree au P.A.S. - Van Gleson -
Bleu Alcian, coloration polychrome mettant en éevidence les différentes
structures tissulaires et cellulaires.

Pour resumer, a chaque concentration et pour le temoin correspondent
3 lots de 20 civelles repartis en trois cristallisoirs individualises pour les
differentes observations realisees.

Nous précisons dans le tableau 1 le protocole experimental que nous
avons_ suivi pendant cette experlence en pr901sant pour chaque serle les
parametres releves. Rappelons que chaque cristallisoir contient au depart
20 civelles.

En marge de ces releves quotidiens et en fonction des observations
antérieures, nous avons mesure a trois reprises (les 7e, 12e et 19eme jour) la
diminution du rythme cardiaque chez les animaux comateux et nous l'avons
comparee au rythme cardiaque des tem01ns. Enfln nous avons Desé chaque lot en
début 4 experlence et nous avons procede de meme en fin d' exoerlmentatlon pour
les animaux survivants (les anlmaux sont preleves al’ PpulettP puis egouttes
pendant une minute sur un tapis eponge, avant la pesée). Ces deux dernieres
observations, rythme cardiaque et poids, completent le tableau clinique des
effets subletaux.



ler bac | 2eme bac 3eme bac [
Serie toxicite } Serie histologie | Série comportement|
l l
Mortalite Histologie Mortaliteé
2 civelles fixées a
| chaque prélevement | Nidification
Coma aux
6e jour) avec Coma
9e jour) polluant
Repos l4e jour)exposition Repos
19e jour)
26e jour) sans Nage
Nage 29e jour) polluant
34e jour) recupera-
| l tion | |

Tableau 1. — Tableau synoptique des différents paramétres releves
quotidiennement pour chacune des concentrations et les temoins.

7°) Dosage du NP 5

La méthode utilisée dérive de celle de MILWIDSKY (1969) basée sur la
spectrophotometrle du complexe de coloration bleue formé entre les oxydes
da!' ethylene et une solution de cobaltothiocyanate d'ammonium. L’aspect délicat
de cette méthode appllquee au dosage du NP 5 s'explique par la nece351te en
experlmentatlon subletale de tester des concentrations faibles (concentratlons
théoriques retenues : O, 2 0,4 - 0,6 - 0,8 mg/l) de ce produit toxique, or, a
de telles teneurs, la methode de MILWIDSKY est peu sensible et nécessite
plusieurs étapes de concentration du tensio-actif. BOYER et al. (1977) ont mis
au point la méthode de concentration suivante, appliquee au dosage de
tensio-actif non-ionique dans le milieu : un litre de 1'echantillon a doser est
versé dans une sorte d'ampoule a decanter ("sublator" pour BOYER) auquel on
ajoute 100 ml d'acetate d'éthyle (solvant extracteur) ; le passage du
tensio-actif dans le solvant est active par un gaz vecteur neutre, l'azote par
exemple, diffuse en microbulles, a faible débit et pendant 20 mn par un verre
fritté situe a la base de 1'ampoule (fig. 2).

La phase organique (acétate d'éthyle + NP 5) est récupérée, le solvant
est evapore. La meme operatlon est renouvelee trois fois dans le but d'extralre
la majeure partie du tensio-actif de 1'échantillon mais aussi de recuperer le
tensio-actif adsorbé sur les parois de 1'ampoule, ce qui, a des concentrations
1nferleures au mg/l n'est pas negligeable. Apres evaporation du solvant, le
NP 5 est a nouveau dissous dans du dichloromethane auquel on ajoute le reactif
cobalto- thlocyanate La légére coloration bleue obtenue est lue a 620 nm et la
valeur ramenee a une courbe etalon etablie au prealabl@ La précision de cette
methode n'est pas excellente compte tenu de la nature du tensio-actif et de sa
faible teneur dans le milieu mais elle est, a notre connaissance, la seule
disponible actuellement qui ne necessite pas un lourd appareillage.
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solvant récepteur I \ 2

échantillon a doser

Arrivée du gaz vecteur

Fig. 2 - Ampoule & séparation de produits tensio-actifs (sublator).
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Preparation de la solution mere

La préparation d'une solution concentrée d'un toxique est
essentiellement dépendante de deux facteurs : d'une part la limite de
solubilité du produit (tres faible dans le cas des solvants par exemple),
d'autre part les capa01tes de dilution de cette solution mere offerte par
l'installation : il faut sav01r en effet qu'un produ1t saturé en eau de mer a
100 mg/l ne pourra etre teste a 50 mg/l qu'en melangeant autant d'eau de mer
que de solution concentrée en polluant, ce qui necessiterait des quantltes
enormes de toxique.

Dans le cas préc1s du NP 5 et en fonction des concentrations
souhaltées sur chaque rampe, deux solutions meres sont elaborees en eau de mer,
l'une a 60 mg/l 1'autre a 75 mg/l dans des barils de 25 litres, renouveles
toutes les 48 h et maintenus en agitation.

Les dosages n'ont ete effectués qu'une fois pour les concentrations
0,6 mg/l et 0,8 mg/l (au 7e jour) et deux fois pour les concentrations les plus
faibles 0,2 mg/l et 0,4 mg/l, plus sujettes a fluctuations (au 14 et 19e jour).

La limite dans la périodicite des dosages est imposée par les trois
heures nécessaires a l'obtentlon d'une seule valeur (nous avons vu précédemment
les exigences de la méthode de dosage), d'autre part l'imprecision de la
technique appliquee au dosage de faibles teneurs nous oblige a exprimer les
résultats sous forme de fourchettes de concentrations (tableau 2).

Date du Bac Concentration Concentration
prelevement dose theorique dosee
Comportement 0,60 mg/l 0,60 mg/1
J. 7 |
Toxicite 0,80 mg/l 0,78 - 0,79 mg/1 |
I
|
|  Comportement | 0,20 mg/l | 0,15 - 0,18 mg/1 |
| J. 14 | | l |
| |  Comportement | 0,40 mg/l | 0,30 - 0,38 mg/1 |
! I l |
| , | | |
| | Toxicite [ 0,20 mg/l | 0,15 - 0,18 mg/1 |
I J. 19 | ) l ! l
l | Toxicite i 0,40 mg/l | 0,20 - 0,26 mg/1 |
1 | | I
Tableau 2. - Dosages du NP 5 dans les différents bacs par la méthode C.T.A.S.

{MILWIDSKY 1969 - BOYER 1977).
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8°) Methodes statistiques

. Comparaisons de frequence

Les fréquences de mortalité obtenues pour 0,2 ; 0,4 ; 0,6 et 0,8 mg/l
ainsi que celles des témoins ont eté testées 2 a 2, par le test de KOLMOGOROFF
- SMIRNOV. Le principe de ce test consiste a verlfler 1'hypothese nulle (Ho)
selon laquelle les deux distributions testées sont identiques. Ho est reJetee
si, en un point, la valeur absolue de la dlfférence |D| entre les deux courbes
des pourcentages cumulés est trop importante pour étre attribuée au hasard : la
valeur observée |D| est comparée a une valeur critique

NC =

ou nl et n2 sont respectivement les effectifs de la premiere et de la seconde
distribution de fréqugnce testee (ici nl = n2). N (1 - K ) est donne par S?ANGE
et HENNING (1966) apres SMIRNOW (1948) [in FAO Fisheries technical paper n 182
(1979)1].

0,99

A1 -X) 63

b

. LT 50

Le temps léetal 50 % (LT 50), correspondant au temps nécessaire pour
que meurent 50 % des animaux, a été déterminé mathematiquement par la methode
des probits de BLISS (1938).

III - RESULTATS

1°) Effets letaux du NP 5 (figures 3, 4)

a) Distribution des mortalités cumulees suivant les conditions
experimentales

L'observation entre les courbes de mortalites cumulees obtenues dans
les conditions expérimentales du bac '"comportement'" aux différentes
concentrations et les resultats enregistres dans le bac "toxicite" laisse
apparaltre un m01ndre effet toxique du NP 5 dans le premler cas. Afin de savoir
s'il y avait nécessite d'étudier separement les donnees des bacs 'toxicite" et
"comportement", nous les avons comparés, deux a deux, par le test de
KOLMOGOROFF-SMIRNOV. Les resultats sont presentes dans le tableau n° 3.
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Fig. 3 - Mortalité cumulée dans les bacs "toxicité".
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Fig. 4 - Pourcentage de mortalité cumulée dans les bacs "comportement".
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1 1 [ valeurs I valeurs valeurs .
|Concentration| n | observees |  critiques critiques Differences
I I I D] | (5 %) I (1% | |
| | | | oui a 5 %
| 0,8 mg/1 | 16 | 0,5 | 0,48 0,58 non a 1 %
I I | | | I |
I I I I
0,6 mg/1 | 21 | 0,6 I 0,42 0,50 oui
| I I I I I
| I | I I l
0,4 mg/1 | 21 | 0,2 I 0,42 I 0,50 | non |
I I I | I I
I | I I | |
0,2 mg/1 | 21 | 0,05 | 0,42 | 0,50 I non I
I I I | | I
Tableau 3. - Comparaison des distributions de mortalités cumulées observées a

differentes concentrations entre bacs '"comportement' et bacs 'toxicite'.

Pour 0,8 et 0,6 mg/l la différence observee entre les resultats de ces
deux types de conditions expérimentales sont significativement différents a la
valeur critique, au seuil de 5 %. Pour 0,8 mg/l cette dlfférence n'est pas
significative lorsqu'on abaisse le seu1l de signification a 1 %. Il en est de
meme, et cela quelle que soit la pre0181on pour 0,2 et 0,4 mg/l Cependant,
pour ces deux dernieres concentrations les mortalites enreglstrees sont faibles
dans toutes les conditions experlmentales et n'apparaissent pas
significativement différentes de celles obtenues en condition '"temoin"
(lorsqu'il y en a eu : bac "toxicité"), (tableaux 4 et 5).

I

I | I | | l
| | n | D] | (5 %) I (1 %) | Différences |
| | | | | | |
| | | I | I |
I Bacs | 21 | 0,15 | 0,42 | 0,50 | non |
|  toxicite | I | | I |
I | I I | I |
| ] | | | |
| Bacs = 0,15 | 0,42 I 0,50 I non |
| comportement| [ | | I I
| ] | | | |
| Bacs I I | | ! ]
|  toxicite P ol | 0,15 | 0,42 | 0,50 I non |
I + | I I I I |
| comportement | ! | | I
Tableau 4. - Comparaison des distributions de mortalites cumulées entre

0,2 mg/l et temoin suivant differentes conditions experimentales.
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I I I I |

I | n | [D] (5 %) | (1 %) | Differences
I I I

I | I

| Bacs | 21 | 0,15 0,42 | 0,50 non
|  toxicite | | |

I I I |

I I | I

| Bacs | 21 | 0,05 0,42 | 0,50 non
| comportement| l |

I | | |

I Bacs | | I |

| toxicite | 21 | 0,1 | 0,42 | 0,50 non
I + | I | | |

| comportement | | l ] I

Tableau 5.—-Comparaison’des distributions de mortalites cqmulées entre
0,4 mg/l et temoin suivant differentes conditions experimentales.

A 0,2 et 0,4 mg/l la toxicité directe du NP 5 est limitée ; il est
probable que ce résultat conduise alors a ne pas pouvoir différencier
statistiquement les deux séries de bacs expérimentaux, de meme qu'il n'est pas
possible de juger de l'importance de l'effet létal entre 0,2 et 0,4 mg/l
(tableau 6).

L I I

n D] (5 %) (1 %) Différences
Bacs 21 0,05 0,42 0,50 non
toxicite
Bacs 21 0,15 0,42 0,50 non
comportement
Bacs
toxicite 21 0,075 0,42 0,50 non |
+ |
| comportement | f [ | |
Tableau 6. — Comparaison des distributions de mortalités cumulées entre

0,2 mg/l et 0,4 mg/l suivant differentes conditions
experimentales.

On note cependant que dans tous les cas de concentrations et meme en
condition ”témoin”, les résultats obtenus en bac '"toxicite" sont plus forts
qu'en bac "comportement'. Cela nous conduit a poursuivre le traitement de nos
résultats en presentant separement les données de ces deux conditions
experimentales.
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Les différences entre fréquences cumulées de mortalité a 0,4 et
0,6 mg/l, tres nettes sur les figures 3 et 4, sont statistiquement demontrees
par le test de KOLMOGOROFF-SMIRNOV (tableau 7).

I | I I I I

[ | n | D] | (5 %) | (1 %) | Différences

I | I | I I

I I I I | |

| Bacs | 21 | 0,85 I 0,42 I 0,50 I oui

|  toxicite | | | | |

I | | I | |

| | | I I I |
I Bacs | 21 | 0,95 | 0,42 | 0,50 | oui |
| comportement]| l | | | |
| | I | I I
Tableau 7. - Comparaison des distributions de mortalités cumulées entre

0,4 mg/l et 0,6 mg/l suivant differentes conditions
experimentales.

De méme, entre 0,6 et 0,8 mg/l les différences sont significatives a

5 % dans les deux seéries de bacs ceci n'est, pas contre, pas vrai au seuil de
precision de 1 % (tableau 8).

| I |
| n | D] (5 %) (1 %) | Différences
| | | I I
I I |
Bacs | 13 | 0,55 0,53 0,63 | oui a5 %
|  toxicite | ] l | nonal %
I I I
| | |
Bacs | 21 | 0,45 | 0,42 | 0,50 | oui as % |
comportement | | | | nonal% |
I I I I
Tableau 8. - Comparaison des distributions de mortalitées cumulées entre
0,6 mg/l et 0,8 mg/l suivant differentes conditions
expérimentales.

En resume, le NP § apparalt tres toxique a 0,6 mg/l et 0,8 mg/l et
faiblement toxique a 0,2 et 0,4 mg/l. Les réponses enregistrées ne suivent pas
une progression lineaire au contraire des concentrations ; en effet, celles-ci
ne se situent pas dans la zone d'inflexion de la courbe de type sigmoide
resultant de la fonction liant mortalites et concentrations.
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b) LT 50

Nous avons calculé les temps létaux 50 % pour 0,6 et 0,8 mg/l
(tableau 9). En effet, a ces deux concentrations, l'ensemble des individus sont
morts pendant la duree de 1l'experience (21 jours) : respectivement en 8 (bac
"toxicité") et 16 jours (bac "comportement") a 0,8 mg/l, 12 (bac "toxicité") et
21 jours (bac '"comportement').

| LT 50 a 0,6 mg/1 LT 50 a 0,8 mg/l

[ ! |
l | I
| | |
l Bacs 143,25 + 66,52 heures | 93,28 + 11,42 heures |
! toxicite ] ]
| | |
| Bacs 267,30 + 27,13 heures | 176,60 + 13,84 heures |
} comportement | } {

Tableau 9.- LT 50 du NP5 a 0,6 et 0,8 mg/l dans les differentes conditions
experimentales.

De nouveau nous constatons que les resultats obtenus dans les bacs
"toxicite" sont tres differents de ceux des bacs ''comportement'". Dans ce
dernier cas la duree de survie est doublee.

L' analyse des résultats de mortalité met en évidence un effet toxique
plus marque du NP 5 aux différentes concentrations dans les bacs "toxicite'. Sl
nous admettons que ces bacs re901vent pour une meme concentration la meme
quantlte de toxique (meme pompe, meme solutlon—mere meme débit d'eau de mer) ,
il apparalt que l'introduction des deux tubes en PVC a probablement ralentl
l'effet de stress subi par les animaux en favorisant un comportement naturel de
la civelle, c'est-a-dire en renforgant la propension de ce poisson a s'abriter
et a se grouper. Il est tout a fait envisageable que dans ces conditions
l'individu est, dans une relative mesure, moins sensible au polluant.

2°) Effets sublétaux du NP 5 sur le comportement

a) Effets comateux (fig. 5, 6) (photo 2)

Le coma est un effet pathologigue caracterise par une perte de
sensibilite et de mobilité avec conservation relative des fonctions
végétatives ; cette perte est plus ou moins accentuée selon la concentration en
nonylphénol le temps de contact avec celui-ci et la sen31olll«e de chaque
individu au polluant. De maniere generale nous avons releve deux etats comateux
distincts : dans un premier temps la civelle prespntant des symptomes decrits
precedemment (II - 5 - b), réagit cependant a un léger stimulus mécanique, au
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fur et a mesure de 1'intoxication 1'animal perd ce reflexe et ne conserve que
des fonctions respiratoires et cardiaques de plus en plus ralenties. On peut
donc parler dans un premier temps de coma leger, en second lieu de coma
profond. La représentation graphique du pourcentage d'animaux comateux par
rapport aux animaux survivants en fonction du temps et pour chaque
concentration nous conduit aux constatations suivantes

Animaux soumis a 0,8 mg/1

Dans les deux cas '"comportement'" et “toxicité”, l'effet du nonylphénol
NP 5 est rapide et touche la grande majorité de la population testee. Des les
premleres 24 h, 50 % des civelles soumlses a cette concentration presentent cet
état. Apres 48 h d'exposition et jusqu'a mortalite totale des animaux, le
pourcentage d'individus dans le coma atteint 100 %. Les observations
quotidiennes nous amenent une autre remarque : les animaux présentent, a cette
concentration, la phase la plus avancee du coma, caracterisee par la perte
totale du réflexe de fuite, meme aprés un violent stimulus obtenu en pingant la
partie caudale de l'animal. On peut parler ici d'etat comateux profond. En tout
etat de cause, a 0,8 mg/l de NP 5 l'état comateux prefigure l'intoxication et
aboutit inexorablement, en 16 jours a la mort de 1'ensemble des civelles.

Animaux soumis a 0,6 mg/l

L'effet du toxique s'il est plus lent a se manifester (10 % des
animaux a 24 h) atteint néanmoins 90 % a 100 % des 1nd1v1dus apres 48 h de
contact. A cette concentration nous observons une legere remission entre le
4eme et le 6eme Jjour dans le bac ”tox101te”, remission colncidente dans le bac
de '"comportement!", avec cependant une plus grande amplitude. Cette phase de
"récuperation'" est probablement liee a une diminution momentanee de la
concentration en nonylphenol dans le milieu (arret de la pompe due a une panne
electrlque) Cette baisse provisoire a permis un retour a une act1v1te d'a peu
pres 60 % des individus dans le bac "comportement” ; cette rem1351on
concordante mais moins sensible dans le bac "toxicite" peut s'expliquer dans le
cadre des hypotheses que nous émettions precedemment a savoir un effet plus
tox1que du NP 5 dans les bacs '"toxiciteé'" et une récuperation plus faible
pulsqu elle ne concerne que 15 % des 1nd1v1dus. Une seconde periode de
rem1s31on qui a probablement pour origine le meme incident, apparalt entre le
8eme et le 10eme jour dans le bac "comportement" mais de fagon moins
spectaculaire puisqu'elle ne profite qu'a 40 % des individus. Quant a la partie
termlnale de la courbe, elle semble délicate a 1nterpreter compte tenu de la
mortalite qui atteint en prlorlte les animaux les plus faibles et qui laisse a
penser que les animaux les plus re31stants sont plus ou moins sensibles aux
effets comateux du NP 5 pendant cette periode. Effectivement et contrairement
aux observations faites a 0,8 mg/l ou les animaux ont rapidement presente les
caracterlsthues du coma profond les civelles exposées a 0,6 mg/l présentent
des manifestations comateuses diverses, certaines formes plus legeres font que
l'animal bien qu'immobile et rigide sur le flanc, reste sensible aux
modifications de son environnement : un choc 1éger, la lumiere subite
provogquent un retour bref a un comportement normal de fuite Le glissement de
cette forme 1egere a un coma plus profond est plus lent qu 'a 0 ,8 mg/l et aussi
plus fluctuant bien que 1'évolution dans le temps est 1neluctable Les effets
comateux profonds suivent les formes de coma leger et aboutissent a la mort
progressive de tous les individus jusqu'au 2leme jour.
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Animaux soumis a 0,2 et 0,4 mg/l

Que ce soit dans les bacs "toxicité" ou dans les bacs ""comportement",
les effets du toxique provoguant cet état comateux sont a ces concentrations
peu sensibles. Nous notons a nouveau un effet moins toxique du NP 5 dans les
bacs "comportement" ou les premiers effets n'apparaissent qu'au 12eme Jjour, ce
qui renforce nos premieres constatations quant a une diminution de 1l'effet
toxique dans ces bacs. Par contre, dans les bacs ”toxicité”, si les effets
apparaissent plus tot ils restent peu importants et ne se limitent qu'é
quelques individus. A l'opposé des fortes concentrations, peu d'animaux
semblent en effet, touches a 0,2 et 0,4 mg/l et les etats comateux constates
sont legers et souvent rever51bles aucun 51gne du coma profond n'a ete
enreglstre et les mortalitées ne font pas systemathuement suite a un etat
comateux. D'autre part aucune difference significative n 'apparalt entre les
deux concentrations. Il est probable que le toxique ne frappe que les individus
les plus faibles.

b) Effets sur la nidification (fig. 7)

Nous avons vu que la nidification s'apparente a une propension
naturelle de l'animal a se réfugier avec ses congénéres dans tout ce qui peut
constituer un abri. Cette attitude qui associe la mobiliteé (nage), la
phototax1e negatlve developpee par 1'animal a1n51 que son comportement
gregalre peut etre fortement perturbee par la présence d'un polluant dans son
environnement.

Animaux soumis a 0,8 mg/l de NP 5

Si 50 % des animaux sont nidifies a 24 h, les effets comateux observés
ont entralne l'immobilisation des 50 % restant. Des le 3eme jour, l'ensemble
des animaux présente les caractéristiques du coma, il est évident, dans ces
conditions, que tout deplacement de la civelle vers le tube nidificateur est
impossible, il en est de meme pour la suite de 1'expéerimentation puisque chaque
jour le pourcentage d'animaux dans le coma atteint 100 % des animaux
survivants.

Animaux soumis a 0,6 mg/l de NP 5

La représentation graphique des releves quotidiens montre qu'a partir
de 40 % d'animaux nidifiés a 24 h, nous observons une chute rapide de ce
pourcentage a 48 h suivie d'une reprise progressive de la nidification. Les
fluctuatlons de ce nombre sont nombreuses sur les 21 jours de l'experlmentatlon
sans qu'aucune explication ne soit réellement satisfaisante. Nous notons a
cette concentration esspntlellement deux parametrps : les animaux etant soit
dans le coma, soit nidifies. De maniere generale, on peut admettre que 30 % des
animaux surv1vants ooumls~a 0,60 mg/l de NP 5 conservent leurs gacultés de
nidification et donc , a priori, de phototaxie et de mobilite mais les
fluctuations que subit ce chiffre restent difficilement interprétables du fait
que la nidification est un parametre fragile, délicat a mesurer. Le moindre
stress 1nfllge aux civelles (vibrations, ec]alrage etc...) modifie rapidement
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leur comportement et provoque une sortie du tube nidificateur et 1l'animal se
fige dans une attitude défensive sur le fond du cristallisoir (attitude
semblable a celle qualifiée de '"repos" dans d'autres bacs). Toutefois en fin
d'experience (du 15eme au l8eme jour) nous voyons apparaitre des animaux qui
bien que ne subissant pas les effets comateux du NP 5, ne nidifient plus.
Malheureusement, aucune observation complémentaire ne nous permet d'interpréter
cette phase comme une etape intermédiaire dans l'intoxication, entre les
animaux comateux et les animaux nidifies. Enfin, sur l'ensemble du test, nous
n'avons Jjamais enregistré d'animaux nageants dans cette serie.

Animaux soumis a 0,2 et 0,4 mg/l de NP 5

Parallelement aux observations notées précédemment dans 1'étude des
effets comateux, nous constatons un léger effet du toxique a 0,2 mg/l dans les
premiers jours mais il semble qu'ensuite les évolutions, a ces deux
concentrations, soient tres semblables a celles des témoins ou la nidification
se situe entre 90 % et 100 % des animaux.

c) Animaux nageants — Animaux au repos (fig. 8, 9, 10, 11)

L'etude du suivi des effets sur la nage et le repos des animaux n'est
pas facilement exploitable et les effets eventuels du toxique sur ces
parametres sont dominés par l'effet comateux du NP 5. Les remarques
precedentes, faites a 0,6 et O ,8 mg/l, valent aussi dans ce cas, les effets du
tensio-~actif entralnant des le deuxieme jour, 1l'ensemble des animaux dans le
coma. On retrouve au351 les similitudes déjé obsprvé@s par les autres
parametres entre les témoins et les animaux soumis a 0,2 et 0,4 mg/l. Les
témoins presentant toutefois une plus grande activite de nage.

Dans les bacs ''comportement", la situation est différente puisque les
animaux disposent d'une possibilite préférentielle de refuge de sorte que
l'ensemble des animaux nidifie a 0,2 et 0,4 mg/l et que par contre a 0,6 et
0,8 mg/l les animaux meurent apres une perlode de coma. La méme observatlon
concernant le coma et la mort s'applique aux bacs '"toxicite". Les témoins
faisant preuve d'un maximum d'activité par rapport aux animaux soumis a 0,2 et
0,4 mg/l, tandis qu'aux plus fortes concentrations du toxique les animaux en
état comateux meurent rapidement.

d) Effet sur le rythme cardiaque

Les diminutions spectaculalres du rythme cardlaque enreglstrees lors
des premlers travaux sur la toxicite des nonylphenols ont ete reprises et
quantlflees. Les difficultes rencontrees dans le comptage des battements
cardiaques chez les temoins sont liées a l'extreme vivacité avec laquelle
1'animal se déplace, pour cette raison, la fréquence des battements est notée
pendant 15 ou 20 secondes, les chiffres étant ramenes au rythme cardiaque a la
minute.
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Plusieurs techniques ont ete appliquées chez les témoins, pour tenter
de les pieger puis de les immobiliser, mais le stress de la capture a, en tout
cas, provoqué une perturbation du rythme cardiaque, et seule 1l'observation de
l'animal dans le milieu donne les valeurs correctes.

Les releves sur les animaux comateux sont évidemment plus aisés,
l1'animal etant tQtalement immobile. Les chiffres ainsi obtenus en 1985 et au
cours de cette experimentation sont regroupes dans le tableau 10.

[ i | NP 12 en mg/l | N P 5 en mg/l
| Temoins Temoins | (1985) | (1986)
| 1985 | 1986 I | | | 0,6 | 0,8 I
6 I 8 |10 |2jl7jl12j5]l 23731123
52 48) 20 20 | 18 24 24 18 15 12 | 30
)
56 54) 54 24 20 | 10 18 17 24 18 20 | 24
| )
66 |  60) 18 22 | 22 22 20 20 22 21 | 28
64 54) 20 26 | 16 20 22 26 20 19 | 21
I I ) I I
| 69 | 60) 54 | 24 26 | 18 18 20 | 16 20
)
48)
| | I I | I I | I | I
|moyenne/ I I I | | | I I | I
minute ‘ | l | |
I | I
61,4 54 21,2| 22,8 16,8| 20,4| 20,6| 22 |18,2 |18,4]|25,75]
| | I
I | I
% de diminution l | I | | ] I I | |
par rapport aux temoins |-65,5|-62,8|-72,6({-62,2|-61 ,8|- -59,3 ~66,3|—66 !—52,4
| |
| I I 1 I I I | I | 1
Tableau 10. - Evolution du rythme cardiaque chez les animaux soumis a deux

nonylphénols polyéthoxylés (NP 5 / NP 12).

La chute du rythme cardiaque est frappante puisqu'en moyenne on
enregistre une diminution de 63 % par rapport aux observations du rythme
cardiaque chez les téemoins. Il ne semble pas que cette diminution soit
progre581ve ou proportionnelle a une concentratlon en tox1que mais qu'elle est
plutot stationnaire et essentlelle a la definition de 1'etat comateux, elle
apparalt plus comme un elément qualitatif de l'intoxication plutot qu 'une
donnee evolutlve d'ailleurs aucun chiffre intermédiaire entre celui des
temoins (54 battements par minute en moyenne en 1986) et celui des animaux
comateux (21 battements/minute pour 0,6 mg/l et 0,8 mg/l confondus) n'est
enreglstre ce qul renforce le caractere subit de cette diminution. D'autre
part, et bien que nous ayons note deux etats comateux bien distincts, la
frequence des battements cardiaques n apparalt pas plus forte dans les cas de
"coma leger" (a 0,6 mg/1) que dans les cas de '"coma profond" (a 0,8 mg/l).
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e) Evolution des poids individuels en cours d'experimentation

Les pesées des civelles ont ete obtenues (fig. 12) sur des animaux
vivants en début d'expérimentat%on (pesée des 16 lots de 20 civelles), puis des
animaux survivants en fin d'experimentation et enfin des animaux morts en cours
de test. Dans des conditions aussi différentes (individus vivants/individus
morts/pesee de lot/pesée d'individu) il est evident qu'il ne s'agissait pas
pour nous d'établir un calcul statistique mais plus simplement d'évaluer, de
maniere globale, 1'evolution des animaux en cours de test. L'étude de la
figure 10 permet les remarques suivantes

. les pertes de poids, concernant les animaux vivants sont importantes
apres 21 jours d'expérience, ces pertes sont, pour partie, explicables par le
fait que les animaux ne se nourrissent pas, mais il semble paradoxal de noter
que les pertes les plus considérables (- 18,1 %) sont relevees chez les animaux
témoins et que chez les civelles soumises a 0,2 et 0,4 mg/l de NP 5
1'amaigrissement est moins sensible (respectivement - 12,6 % et - 6,8 %) ; deux
hypotheses probablement complementalres se degagent : d'une part la dlmlnutlon
d'act1v1te chez les animaux exposes peut expliquer un plus faible métabolisme
donc une économie energethue et une perte de poids moins élevee, d'autre part
il est probable que les mor@alités relevées a 0,2 et 0,4 mg/l (respectivement
17,5 % et 12,5 %) ont frappe, d'abord, les animaux les plus faibles en poids
(voir courbes 0,2 et 0,4 mg/l) cette sélection a pu permettre la survie des
animaux les plus robustes, tandis que les animaux les plus maigres, non soumis
a l'agression du polluant, survivent dans les bacs temoins et font chuter la
moyenne '"poids/individu" dans ces bacs.

. Pour les concentrations les plus faibles la pesée des animaux morts
concordent avec la seconde hypothese (surtout a 0,4 mg/l). Pour les
concentrations plus élevees (0,6 et 0,8 mg/l) la soudalnete et 1'intensité des
effets toxiques touchent sans dlscernement de poids tous les animaux et
masquent d'éventuelles différences de sensibilité entre individus.

f) Observations annexes

Les photos 3 et 4 nous permettent deux observations importantes. La

civelle du haut est un animal tetanise preleve a 0,8 mg/l de NP 5 au lOeme jour
da’ exposxtlon au toxique. La civelle du bas est un témoin preleve au meme Jour

et anesthésice par le produit MS 222 (anesthésiant utiliseé pour les animaux a
sang froid : poissons, reptiles, batraciens....).

On peut noter chez la civelle exposée au toxique une hypertrophie du
foie a55001ee a une hypervascularlsatlon et une hypertrophle du rein, ces deux
organes étant fortement impliques dans les phénomenes de detoxication (GRANMO -
KOLLBERG, 1976).

3°) Effets histologiques sur la branchie

La derniere partie de notre travail consiste en une etude
anatomopathologique des branchies de civelles. Nous avons repris les _principaux
types d'observations histopathologiques qui avaient ete utilises dans un
precedent travail (MIOSSEC, BOCQUENE, 1986)
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décollement de 1'épithélium,

fusion lamellaire,

accumulation de cellules sanguines,

présence de mucus autour des lamelles secondaires.

De plus, nous avons constate des cas d'hypertrophie des cellules de
l‘épithélium des lamelles secondaires des individus soumis au polluant par
rapport aux témoins (photo 5). Nous avons suivi l'apparition et 1'evolution de
ces types de lésions en fonction des concentratlons d'une part, et du temps de
contact d'autre part, puis pendant la phase de recuperatlon. Les resultats sont
presentes dans les tableaux 11 et 12. Certaines lésions présentent une
frequence marquee d'autres apparalssent plus occasionnelles. Ainsi en est-il
des phenomenes de decollement de l'eplthellum et de fusion lamellaire : on note
au 6eme jour d'exposition des cas de décollement de 1' eplthellum des lamelles
secondaires a 0,2 et 0,4 mg/l, ainsi qu'au 9eme jour a 0,2 et 0,8 mg/l, de
fagon plus marquee. Par la suite, cette observation n'a plus ete enreglstree.
Certaines lamelles secondaires apparaissent fusionner, le phénomene est rare
cependant, et en genéral constate sur un seul des deux individus traités ; il
apparait de fagon aléatoire par rapport au temps d'expositon et aux
concentrations.

La coloration topographique utilisée (PAS - bleu alcyan — Van Gieson)
permet de mettre en évidence les secretions de mucus. On constate ainsi, la
presence d'une couche de mucus soit bordant les lamelles primaires soit
recouvrant tout ou partie de 1'epithelium des lamelles secondaires aux autres
conditions experimentales. Le phénomene est important au debut de
l'expérimentation surtout aux faibles concentrations et s'attenue avec le temps
puisqu'il n'est sensible au 19eme Jjour d'exposition qu‘é 0,2 mg/l (photos 6, 7
et 8). De méme il est observable uniquement a 0,4 mg/l pendant la phase de
recuperatlon (13eme jour de récuperation). Notons toutefois, que la presence de
mucus est egalement remarquable chez les témoins tout au long de 1'experience.

Nous avons constate, lors d'une etude de toxicite aigue des
nonylphenols polyethoxyles (MIOSSEC et BOCQUENE, 1986) la proliferation de
cellules sangulnes dans les canaux sangu1ns l'lntens1té de ce processus
pathologique etait proportionnelle a la toxicité du tensio-actif. Nous
retrouvons ici ce type de perturbation vasculaire. Limite au debut de
l'exposition aux fortes concentrations (0,6 et 0,8 mg/l), il tend a se
generallser avec le temps a toutes les teneurs et persiste avec la meme
intensité en phase de recuperation (photos 8, 11 et 12).

Un dernier type de lésions tissulaires branchiales apparait pendant la
periode d'exposition, il s'agit d'hypertrophie des cellules de 1'épithélium des
lamelles secondaires. Celle-ci se developpe a partir du l4eme jour
d'exposition, d'abord a 0,6 et 0,8 mg/l puis aux faibles concentrations (photos
9 et 10). Cette pathologie persiste en phase de récugération, atténueée
toutefols et limitee aux individus soumis initialement a O, 2 mg/l. On peut
remarquer qu'au 19eme jour d'exposition une des deux civelles tem01ns presente
des lesoins branchiales comparables a celles des animaux traites. Il est
possible que cette pathologie soit imputable a des conditions de stress avant
ou au moment de sa capture.



Photo 5 - Civelle témoin J 34 (récupération)
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Photo 8 - Civelle exposée au NP 5 - 0,2 mg/l J 14 (exposition) (X 1250)

- importance du mucus (MU P)
- hypertrophie de 1'épithélium (EP) des lamelles secondaires (pP»)
- prolifération de cellules sanguines (HE B»)

Photo 9 - Civelle exposée au NP 5 - 0,6 mg/l1 J 14 (exposition) (X 1250)

Hypertrophie de 1'épithélium (EP) des lamelles secondaires (p»)

Photo 10 - Civelle exposée au NP 5 - 0,8 mg/l J 14 (exposition) (X 1250)

Hypertrophie de 1'épithélium (EP) des lamelles secondaires ()
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Photo 11 - Civelle exposée au NP 5 - 0,2 mg/1l J 34 (récupération) (X 1250)

Prolifération de cellules sanguines (HE P»)

Photo 12 - Civelle exposée au NP 5 - 0,4 mg/l J 34 (récupération) (X 1250)

Prolifération de cellules sanguines (HE )



37



38

| Conditions |Nbre|Decollement |Hypertrophie|Fusion]|Accumulation]|Presence de
de l de Ides cellules|lamel-|de cellules mucus
expérimentales civ. l'épithéliumlde 1'épithé. laire sanguines |autour des
l ] | lamelles II
J 6 l
“temoin 2 - | - - - +sur L I
| 0,2 mg/l 2 + | - - - + o+ o+
0,4 mg/1 2 + | - - - +
0,6 mg/1 | 1 - | - | = + o+ ] + l
0,8 mg/l | 2 | - | - |+ | o+ I + |
J9 l | l | l | l
| temoin 2 - I - - + | + o+
0,2 mg/l 2 + o+ | - + - + o+ o+
0,4 mg/1 2 - | - |+ ] + + -
[ 0,6 mg/l 2 - - - + -
| 0,8 mg/l 2 + + - - + + -
| J1 |
temoin I 1 - - - - -
0,2 mg/l 2 | - - - + + + o+ +
0,4 mg/l 2 | - - + + + + o+
0,6 mg/l | 2 | - | + o+ I - + o+ ] +
0,8 mg/l 2 - + o+ - + + -
J 1
|  temoin * | 2 | - ] + [ - + l +
0,2 mg/l 2 - + o+ - + o+ +
0,4 mg/l 2 - - - + -
| 0,6 mg/l 2 - + o+ - + o+ - [
I

Tableau 11. - Fréquence des observations histopathologiques sur les branchies
de civelles soumises au NP 5 a differentes concentrations pendant
21 jours (la présence et 1l'intensité des phénoménes observes ont
ete schématisées par des croix).

J = jour
Lamelles II = lamelles secondaires
(* ces lesions branchiales n'ont ete observees que sur un seul des 2 temoins).
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[ Conditions |Nbre|Decollement |Hypertrophie]Fusion|Accumulation|Presence de|

de de des cellules|lamel-|de cellules | mucus I
expérimentales civ. l'épithélium de l'épithé.]laire sanguines |autour des |
| }lamelles Iz
I
R + 5 jours | | | | I
| | I
0,2 mg/1 2 - + | - - ; - I
0,4 mg/1 2 - + I - + I -
I I I I | I I |
| | | |
R + 8 jours | | | I
I ] I I | | | I I
| temoin L2 | - I - |- - I - I
I I | | I I I
| 0,2 mg/l } 2 - I + } - { + o+ ; -~ {
0,4 mg/1 | 2 - - [ - + o+ | - |
I I | | I | I
| I | | | I
R + 13 jours | | | I | | I
. | | | I I I
temoin | 2 | - - - - | + o+
I I I I I | |
0,2mg/l | 2 | - I + I - 1 o+ 4 | - I
| | I I | I I
0,4 mg/l | 2 | - I - - + I + I
| I | I I | | |
Tableau 12. - Fréquence des observatlons hlStopathologlques sur les branchies
de civelles apres exp031tlon au NP 5 a O, 2 et 0,4 mg/l pendant
21 JOUPS : perlode de recuperatlon (la presence et 1'intensite

des phenomenes observes ont ete schématisees par des croix).

R = récupération
Lamelles II = lamelles secondaires
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En resume, les branchies de civelles soumises au NP 5 a différentes
concentrations reagissent tres vite au polluant par des secrétions de mucus
fortes au départ, plus rares par la suite aux teneurs elevées. Différentes
pathologies se developpent en fonction du temps de contact, certaines sont
quantitativement importantes et evolutives : congestion vasculaire,
hypertrophie cellulaire. D'abord limitées aux fortes concentrations, elles
tendent a se generaliser.

Sur les animaux replaces en eau propre apres exposition a 0.2 et

0.4 mg/l les types dominants de lesion se retrouvent, atténués toutefois, signe
d'une ”recuperatlon” des tissus.

IV - DISCUSSION

Les effets subletaux

De l'ensemble des données sublétales il ressort trois observations
essentielles

- l'importance de 1l'effet comateux,

- une plus faible toxicité du polluant dans les bacs 'comportement!,

— une destruction plus ou moins importante des tissus branchiaux.

1°) L'effet comateux

L'effet sublétal prédominant dans cette etude est l'effet comateux du
toxique. Outre son aspect spectaculaire et subit, l'effet comateux et la
diminution du rythme cardiaque qui 1'accompagne, sont les caracteres essentiels
de l'intoxication dans le comportement de l'animal.

Dans une étude comparative des effets de plusieurs types de
tensio~actifs SWEDMARK et al. (1971) décrivent la progression de l'1ntox1catlon
sur plusieurs especes marines. Chez le poisson (Gadus morrhua) la premiere
reaction aux tensio-actifs est une augmentation d'activite que les auteurs
attribuent a un réflexe de fuite devant l'effet deletere du polluant. Cette
periode d'excitation est suivie d'un arret de la nage puis d'une phase
d'immobilisation qui peut aboutir a la mort. Les effets sur la nage et les
mouvements respiratoires sont les suivants : augmentation d'activiteé suivie
d'une atteinte du sens de l'equlllbre suivie elle-meme d'une immobilisation
totale. Dans le cas précis du NP 10 a 2.5 mg/l , 1" act1v1te du poisson est
marquee par une breve phase d'ex01tatlon ; dans la perlode sulvante 1'animal
perd le sens de l‘équlllbre et presente peu a peu les symptomes du coma avec
diminution cons1derable des rythmes cardiaques et resplrat01res. Cette
description de l'état clinique de 1l'intoxication correspond a nos observations
lors de cette etude bien que nous n'ayons pas note la phase d'excitation chez
la civelle, mais l'extreme vivacité de cet animal a pu masquer cette periode
breve. La phase comateuse est relevee par plusieurs auteurs, WILDISH (1972)
travaillant sur Gammarus oceanicus note 'un etat moribond durable' en présence
de tensio-actifs non ioniques en précisant le caractere reversible de
l'intoxication semblable a un effet anesthesiant, 1l lul est "impossible de
déterminer le temps de survie du crustacé tant 1l'animal présente un état




41

moribond sans toutefoils mourir avant un certain temps". Toujours selon WILDISH
(1973) dans une autre etude les mecanlsmes toxiques des composes polyethoxyles
peuvent impliquer un blocage du systeme nerveux central du a l'affinite du
toxique pour les 11poprotelnes des membranes cellulaires. GLAVE et CORWIN
(1972) ajoutent que cette toxicité dépendrait étroitement des coefficients de
partage eau/solvant organique au niveau cellulaire, comme c'est le cas avec les
produits anesthé51ants. La toxicité des tensio-actifs non ioniques a faible
chalne polyethoxyle (du type NP 5) serait essentlellement due a leur forte
solubilité dans les graisses qul aboutirait a une penetratlon plus fortes dans
les cellules (WILDISH, 1974), PRAT et GIRAUD (1964) précisent que les
tensio-actifs non ioniques pénétrent plus facilement les cellules en creant
moins de lésions que les produits anioniques. Les travaux de GLOXHUBER et
FISCHER (1968) ceux de CALAMANI et MARCHETTI (1973) ainsi que les observations
de SWEDMARK et al. (1971) suggerent une action narcotique des tensio-actifs non
ioniques. Dans des travaux portant sur l'influence des variations de salinite
sur le rythme cardiaque de la civelle, LHOTTE (1945) note l'action particuliere
de l'ion Cl sur les modifications du rythme cardiaque et affirme que la
diminution de ce rythme est '"pro parte d'ordre nerveux'.

De notre coté nous avons constaté une similitude entre 1'attitude des
animaux comateux soumis au NP 5 (0, 6 et 0,8 mg/l) et l'aspect de civelles
saines anesthes1ees au MS 222, anesthesique destlne aux animaux poilkilothermes
(photo n° 2).

Le produit MS 222 des laboratoires SANDOZ est aussi appelé Tricalne ou
Metacaine ; c'est un ethyl m-aminobenzoate methanesulfonate (la partie
sulfonate de la molecule lui confere des proprietes tensio-actives).

Il apparait donc une forte analogie entre les effets sublétaux du NP 5
sur le comportement animal et les effets anesthesiants : aspect tétanise de
l'animal, coma avec diminution extreme des fonctions cardiaques et
respiratoires, enfin le caractere reversible des effets (selon la concentration
en toxique et la durée d'exposition a celui-ci), reversibilite notée par
plusieurs auteurs (WILDISH -~ SWEDMARK) et que nous avons observe dans des
travaux precedents (MIOSSEC, BOCQUENE, 1986). Cette similitude dans les effets
semble nous orienter vers une atteinte importante du systeme nerveux central,
sans pour autant exclure d'autres sites sensibles (branchies - foie - rein -
vessie natatoire). Cependant, entre la complexité des structures biochimiques
des divers constituants nerveux, les interactions encore mal connues des
meédiateurs synaptiques, les desequlllbres ioniques membranaires, 11 est
premature de prlorlser un mécanisme d'action particulier du tensio- actlf peu
de données précises étant actuellement disponibles. Seuls ont ete abordes a
notre connaissance, le caractere liposoluble des nonylphénols falblement
éthoxylés qui facilite leur penétration cellulaire, et leurs proprieteés
tensio~actives modifiant la tension superficielle cellulaire.

2°) Influence du tube nidificateur sur 1'effet toxique

Nous avons aborde dans le paragraphe presentant les résultats, le
ralentissement des effets subletaux dans les bacs 'comportement'" ou nous avions
introduit un double element nidificateur.
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Cette diminution des effets toxiques du NP 5 est importante puisque
pour une concentration en toxique de 0,8 mg/l, la LT 50 qui est de 16 Jours
dans le bac contenant le tube nldlflcateur (bac '"comportement") est ramene a
8 jours dans le bac nu (bac "toxicite") ; pour la concentration plus faible de
0,6 mg/l la LT 50 passe de 21 jours (bac 'comportement'") a 12 jours (bac
"toxicite").

Nous avons vu que - a concentration égale - le comportement des
civelles est radicalement différent dans les deux series. Si 1'animal explore
sans cesse le bac nu, il en est autrement pour les animaux introduits dans les
bacs '"comportement" qui occupent rapidement le tube refuge, en se groupant.
L'attitude de l'animal nidifie a été décrite précedemment. De toute evidence
les animaux ainsi nidifies présentent un métabolisme ralenti lie a leur
inaction par comparaison aux civelles introduites dans les bacs "toxicité" qui
nagent activement. L'interprétation des figures 8 et 9 montrant 1'évolution du
pourcentage d'animaux actifs (nageants), chez les témo}ns, montre que sur
l'ensemble des 21 jours de 1'experimentation, la majorite des animaux temoins
du bac "comportement'" est nidifiee : entre 85 et 100 % des individus, tandis
qu'un pourcentage 1mportant des animaux du bac "toxicité" (Jusqu a 40 %)
présente un maximum d'activité (si 1'on admet que parmi les parametres retenus,
la nage est assimilable a un maximum dans l'activite du poisson).

I1 semble donc, a partir de ces observations comportementales et des
résultats de mortaliteé gue les animaux testés dans les bacs "toxicite" en
augmentant leur metabolisme augmentent aussi les echanges avec le milieu et la
pénétration du toxique dans l'organisme.

Un second point important mérite d'étre développé, gue nous avons
aussi aborde dans la présentation des résultats. Nous savons que l'activite
essentiellement nocture de la civelle cesse avec le jour, que les animaux
adoptent une attitude de repos dans les refuges qu'offre le sédiment et que ce
comportement revet un aspect grégaire (LECOMTE -FINIGER, 1983).

Nous pouvons penser que l'introduction des civelles dans les bacs
comprenant des tube§ nidificateurs reproduit, pour partie, un comportement plus
proche de celui qu'a 1l'animal dans le milieu naturel et que dans ces conditions
meilleures les animaux exposes au toxique sont moins sensibles aux stress de
l'experlmentatlon et de ce fait moins sensibles a l'agression de 1l'agent
polluant. Il semble probable, en effet, que les conditions d'intoxication in
vitro, sont plus défavorables pour l'anlmal que celles rencontrées dans le
milieu et que l'association des effets de stress et des effets toxiques soit
synergique par effet additif.

Il semble donc que la conjonction de ces deux parametres, baisse

d'acﬁivité et conditions de milieu plus favorables, diminue considerablement la
vulnerabilite de 1'animal aux effets déléteres des substances xenobiotiques.

3°) Histologie des branchies

Les donnees bibliographiques mettent en evidence les effets toxiques
induits par les détergents sur les tissus branchiaux (BROWN et al., 1968 -
ABEL, 1974). Les auteurs observent un décollement et un epalsslsspment de
l1'épithelium des lamelles secondaires, des soudures de lamelles entre elles
etc.
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Nos observations histopathologiques sont du méme ordre. Il s'agit,
principalement, d'hypertrophie cellulaire de 1'épithélium des lamelles
secondaires et d'accumulation de cellules sanguines dans les vaisseaux
sanguins. Ces le51ons d'abord limitées aux plus fortes concentrations, se
developpent egalement sur les branchies des civelles soumises a 0, 2 et
0,4 mg/l.Cependant, cette pathologie ne semble pas 1rrever81ble puisqu'on
constate une moindre atteinte des tlSSUS en perlode de recuperatlon. De plus,
les branchies reaglssent tres vite a la preésence de detergent dans l'eau en
secretant du mucus, barriere physique et biologique a la penétration du
polluant dans l'organisme. Cette protection n'est plus observable en fin
d'exposition a fortes concentratlons. Ceci peut etre di a un épuisement des
cellules secretrlces phenomene deJa observe lors de 1l'étude de la toxicite
aigue de plusieurs nonylphenols polyethoxyles (MIOSSEC et BOCQUENE, 1986).

Les branchies sont les premiers organes a etre en contact intime avec
le milieu extéerieur. Comme ils sont le site de plusieurs fonctions vitales
(resplratlon excrétlon osmoregulatlon) 1'altération des tissus peut avoir
des consequences non negllgeables sur ces fonctlons. Une controverse existe au
sujet du meécanisme d'action des tensio-actifs sur les poissons. Certains
auteurs comme BOCK (1967) pensent que les destructions des tissus branchiaux
sont causees par une reduction des tensions superficielles, donc imputables aux
proprletes physiques de ces polluants., Par contre, MULLER (1980), testant les
effets létaux d'un nonylphénol ethoxyle en préesence d'agents anti-moussants, a
constate que la baisse de tension de surface qui en résulte n 'augmente pas pour
autant la toxicité. Reprenant 1'hypothése de MARCHETTI (1965), puis de GRANMO
et KOLLBERG (1976), il conclut plutdot a la toxicite chimique de ces produits.
Les tensio—actifs sont connus pour se fixer sur les membranes cellulaires, du
fait de leur caractere lipophile. Se combinant aux lipides et aux problemes
membranaires a fortes concentrations ils le dénaturent. Ces changements
structuraux, par une augmentation de la taille et/ou du nombre de pores
membranaires, peuvent etre la cause de l'augmentation de la perméabilité
membranaire enregistrée apres exposition a des detergents (JACKON et FROMM,
1977). BOLIS et RANKIN (1980) puis STAGG et al. (1981) ont montre, de plus, que
des detergents anioniques interféraient avec la noradrenallne au niveau
branchial. L'adrénaline et la noradrénaline sont des catecholamines hormonales
secretees en quantité sous l'effet d'un stress. Ces substances augmentent la
diffusion de l'eau chez des poissons d'eau douce, la diminuent chez les especes
marines (MAZEAUD et al., 1977). Les detergents se fixeraient sur les recepteurs

—adrenergiques situes entre les arteres branchiales afférentes et efferentes
sites d'actlon de l'adrenallne modlflant ainsi son action (BOLIS et RANKIN,
1980). Le résultat de cette 1nterference sur les especes marines est de nouveau
une augmentation de la permeabilite membranaire. Cette modification a pour
conséquence au niveau des capillaires sanguins une exsuviation de liquide et
une congestion de cellules sanguines dans les canaux (MALLATT, 1985), phenomene
gque nous avons observé au cours de notre expérience.

La branchie apparalt de ce fait, comme une des voies privilegiees de
penetratlon des polluants dans l‘organlsme Ceci a eté mis en evidence par
GRANMO et KOLLBERG (1976). Travaillant sur la morue, Gadus morrhua, ils ont
montré que le nonylphénol polyethoxyle NP 10 oenetralt O”PIPréﬂTlGllePnt par
les branchies, puis transporte par le sang il transitait par le foie avant
d'étre stocké dans la vésicule biliaire puis élimine par les voies urinaires.
L'assimilation de detergents se fait egalement par le tube digestif, plus
faiblement cependant. Ils constatent que ces organes s'épurent tres rapidement

si les animaux sont replaces en eau denuee de polluant.
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Cependant, il semble errone de penser que la branchie constitue
l'organe-cible des detergents. Du fait de leur action au niveau membranaire ils
touchent egalement les organes sensoriels. CHATTOPADHYAY et KONAR en 1984 ont,
en effet, montre qu'un detergent anionique ethoxylate diminuait la quantlte de
nourrlture assimilee par le tllapla et réduisait son index de maturite sans
pour autant llmlter sa fécondité. Ces modifications de comportement ainsi que
celles, liees a la nage, constatées chez le poisson Cirrhina mrigala par MISRA
et al. (1985) peuvent etre imputées a la fois a des dysfonctionnements des
fonctions de respiration et d'osmorégulation, mais egalement aux irritations
des muqueuses olfactives induites par les detergents (CANCALON, 1980).

V — CONCLUSIONS

Faisant suite a nos travaux sur la toxicite de différents nonylphénols
polyéthoxyles (MIOSSEC BOCQUENE 1986), cette étude constitue une seconde
etape dans la comprehens1on des mécanismes d'action de ces tensio-actifs. Elle
a ete condu1te sur la civelle pendant trois semaines a des concentrations
inferieures a la CL 50 du NP 5 (1,2 mg/l). La teneur la plus basse testee
(0,2 mg/l) s'est revéelée toxique, elle correspond a des concentrations en
nonylphenols, doseées dans un effluent urbain apres épuration (STEPHANOU et
GIGER, 1982). Les effets subletaux enregistrés sont d'ordre physiologique et
comportemental : diminution des activites cardiaques et respiratoires, de la
moblllte perte des réflexes de fuite et de nidification. De meme des
modlflcatlons anatomopathologiques observées sur les branchies il resulte a
l'ev1dence une perturbation de la respiration. La blbllographle recente tend a
limiter v01re eliminer l'importance des proprletes physiques des detergents
(reductlon des tensions superficielles) dans les effets toxigues observes.
Leurs proprletes chimiques seraient davantage 1mp11quees. Il semble, en effet,
acquis que le caractere tres liposoluble de 1la molécule entralne une
augmentation de la permeabilite membranalre. Nous avons rassemble dans la
figure 13 nos resultats et les données de la blbllographle. Le schéma obtenu
cherche a approcher le mécanisme d'action des detergents sur le poisson. Il
montre que les incidences locales constatées au niveau branchial ont des
repercutlons sur 1l'ensemble du métabolisme de la civelle. La branchie apparalt
ici comme 1l'organe pivot de l'intoxication. L'impact au niveau des systemes
nerveux et sensoriel merite par contre un complement d'etude.

Notre travail etablit le caractere toxique des nonylphenols
tensio-actifs utlllses notamment dans le traitement des nappes d' hydrocarbures
en mer. Cette toxicité crée un rlsque potentiel non negllgeable vis—-a-vis des
especes marines, car les nonylphenols peu ou pas ethoxyles sont connus pour
etre dlfflCllement blodegradables.
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Figure 13.- Schema du mecanisme d'action potentiel des detergents sur le
poisson
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